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１はじめに
植物細胞内の小器官の一つであるプラスチドは、その細胞が存在している器
官・組織によって、様々な形態をとることが知られている。根と葉を見てみると、
その違いがよく分かる。根にはデンプン蓄積を行なうアミロプラストが､葉には
専ら光合成を行なうクロロプラストが存在する。このように、これら２つの器官
では、プラスチドが形態的にも機能的にも異なった物になっている。近年、プラ
スチドタンパク質の１つであるフェレドキシン(Fd)の研究から、根と葉ではプラ
スチドタンパク質も異なった物になっている事が分かってきた。すなわち、根と
葉に存在しているフェレドキシンは互いに異なるアイソフォームなのである｡こ
の事実は､プラスチドとプラスチドタンパク質の分化は器官その物の分化と深く
関わっている事を示唆するように見える。しかしながら、根と葉は機能的にも全
く異なっているため、器官の違い自体が分化に影響するのか、器官の持つ機能の
違いが分化に影響するのか不明確であった。
この問題を考えるに当って､ひとつの器官がその機能的特性を変化させる事例
や、ひとつのプラスチドが複数の器官に存在している事例を解析することは､有
益な‘情報をもたらしてくれる。トマトの果実はそのよい例である。それは緑色の
時期は光合成機能を維持しているが､赤色になるとともに非光合成的に機能する
ようになる。加えて、トマト緑色果実は葉のようにクロロプラストを持っている。
本研究では、トマト果実においてフェレドキシンのアイソプロテインのプラスチ
ドレベルでの局在`性を解析することにより、プラスチド分化と器官分化の相互作
用を明らかにすることを試みた。
２トマトからのフェレドキシンアイソプロテインの精製と、それらの分
布パターンの解析
赤色トマト果実からFdA,FdB,ＦｄＣＦｄＤ,ＦｄＥという５種のアイソプロテイン
が精製された。Ｎ末端アミノ酸配列を見ると、ＦｄＡとＦｄＣはトマト葉のＦｄと
同じ物､新規に見い出されたＦｄＥは､他の植物の根のＦｄと相同性の高い物、ＦｄＢ
とＦｄＤも新規に見い出された物で、それぞれ葉のＦｄ・根のＦｄと相同性が高か
った。これらのＦｄは分光学的にはよく似た』性質を示した。しかし、Fd-NADP＋
oxidorcductasc(FNR)依存性のシトクロムｃ還元活性を調べて見ると、ＦｄＥがFdA
やＦｄＢと比べて２倍程度高い電子伝達活性を示す事が分かった。これはＦｄＥが
FdAやＦｄＢよりも､NADPHから電子を受け取る方向に有利に働く事を示してい
る。
トマトでのＦｄアイソプロテインの分布パターンを調べるために、ＦｄＡとＦｄＥ
に対する抗体を作製した。これらの抗体を用いてトマト果実発育段階別にＦｄア
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イソプロテインの蓄積パターンを調べて見ると､アイソプロテインごとに異なっ
たパターンを示すことが明らかになった（Figurcl)。ＦｄＡは果実の成長に伴い減
少していた。逆に、ＦｄＥは果実の成長に伴い相対的に増加する傾向にあった。
FdCとＦｄＢは成長段階によらずほぼ一定であった。また果実をcxocarp、imer
pcncalp、columcllaと分けてＦｄアイソプロテインの蓄積パターンを調べて見る
と、cxocarp、imcrpcricarp、columcllaの順でＦｄＥの相対量が多くなっていた。
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Figurel果実成長段階別に見たＦｄ蓄積パターンの変化。
こうした量的な変化はあったものの、すべてのアイソプロテインは、すべての成
長段階およびすべての果実組織で蓄積が見られ､定性的意味での成長段階や組織
に対する蓄積の特異性は見られなかった。このことは、Ｆｄアイソプロテインの
蓄積パターンが、クロロプラストークロモプラスト変換にも依存しない、という
ことを示している。また、根と葉からもＦｄが検出され、根のＦｄはＦｄＥと同じ
もの、葉のＦｄはＦｄＡ・ＦｄＣと同じ物であることが明らかになった。更に、ア
イソプロテインの蓄積に対する光の影響を調べるために暗所生育した果実での
Fd蓄積パターンを明所生育した果実のそれと比較してみた。すると暗所生育し
た果実ではＦｄＡ・ＦｄＢ・ＦｄＣが３０％レベル程度まで減少する一方で、ＦｄＥは
ほとんど影響を受けていない事がわかった。
以上の事から、まずトマト果実から精製されたＦｄアイソプロテインは２種に
大別できることが分かった。１つは、その蓄積が光によって制御され、ＦＮＲ依
存`性シトクロムｃ還元活性の比較的低い、光合成タイプのアイソプロテイン
(FdA・ＦｄＢ・FdC)。もう１つは、光による制御を受けず、ＦＮＲ依存`性シトクロ
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ムｃ還元活』性の比較的高い、従属栄養タイプのアイソプロテイン(FdE)、である。
Ｆｄアイソプロテインはトマト果実の成長段階・果実内組織に依存した分布パタ
ーンを示すが、それは定量的な特徴であり、定性的には成長段階・果実内組織に
ついての特異性を示さない事が分かった｡すなわち、トマト果実では､成長段階・
光合成能力の有無・糖貯蔵能力の有無にかかわらず、光合成・従属栄養両タイプ
のＦｄアイソプロテインが混在していろ、という事になる。
Ｓ光合成タイプ・従属栄養タイプのＦｄアイソプロテインは、同じ果実
プラスチド内にある
では、果実内で両タイプのＦｄアイソプロテインは、プラスチドレベルではど
のように局在しているのだろうか？２つのモデルが想定可能である。１つは、両
タイプのＦｄアイソプロテインとも、１つの同じ果実プラスチドに存在している、
というモデル。もう１つは、果実内にはお互いに分化した光合成的・従属栄養的
な２種のプラスチドが存在し、光合成タイプＦｄは光合成的プラスチドに、従属
栄養タイプＦｄは従属栄養的プラスチドに、各々分かれて局在している、という
モデルである。そこで、光合成タイプＦｄとしてＦｄＡを、従属栄養タイプとして
FdEを選び､それらがプラスチドレベルでどのように局在しているのかを調べた。
果実からクロロプラスト・クロモプラストを単離してＦｄ組成を調べてみると、
確かにどちらのプラスチドにもＦｄＡ・ＦｄＥが検出された。しかし単離プラスチド
画分は、Ｆｄ組成の異なる複数種のプラスチドの混合状態にあるのかもしれず、
これだけから結論は出せない。この問題を克服するために、免疫細胞化学的手法
により個々のプラスチドレベルでＦｄの局在をみることにした。
まず、２重染色免疫蛍光法によるＦｄ局在`性の解析を行なった。開花前の果実
から直径２３，，の果実までから切片を作り、抗ＦｄＡ抗体と抗ＦｄＥ抗体で２重
染色してみると、明らかに同一のプラスチドからＦｄＡ･ＦｄＥ両者の存在が確認さ
れた(Figurc2)。columcllaやmcsocarpに見られるデンプンを多量に含んだプラス
チド（クロロアミロプラスト）から特に強い蛍光が検出された。面白いことに
mcsocarpではクロロアミロプラストとクロロプラストの間での相互変換が起こ
っている事もわかった。この結果により、果実のプラスチドはＦｄＡ・FdE両者を
含んでいることが明らかになった。
次に、ＲＩＡ・ＦｄＥのプラスチド内での分布に違いがあるかどうかを調べるため
に、金コロイド免疫電顕法により果実プラスチドを調べた。果実クロロプラスト
とクロモプラストにおいて、プラスチドのストロマにＦｄＡ・ＦｄＥが検出され、両
者の分布に大きな違いは見られなかった(Figurc3)。
金コロイド免疫電顕法ではクロロアミロプラストの超薄切片を得ることがで
きなかったため、ＨＲＰ免疫電顕法による果実プラスチドの観察を行なった。す
るとクロロアミロプラストでもストロマにＦｄＡ・ＦｄＥが検出され、デンプン粒内
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Figure22重染色免疫蛍光法による果実クロロアミロプラストにおけるＦｄＡとＦ胆の検出。
(A)DAPIによるＤＮＡの染色｡(B)FITCによる抗FdA抗体反応部位の検出｡(C)TRITCによる抗FdE
抗体反応部位の検出。同一のプラスチドにＦＩＴＣとTRITCの蛍光が見られろ。
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Figure3金コロイド免疫電顕法による果実クロロプラストにおけるＦｄＡとＦ胆の検出。（A)抗
FdA抗体を使用。旧)抗ＨＵＢ抗体を使用。、，核；ｍ，ミトコンドリア；ｗ,細胞壁。矢頭，ｌＯｎ
ｍ金コロイド。バー，Ｍｍ。
部にはＦｄは見られなかった。
以上の結果は､果実プラスチドが葉プラスチドとも根プラスチドとも異なるも
のである事を示唆している。根プラスチドとの違いは、果実プラスチドは光合成
機能・光合成タイプＦｄという点で明らかであろう。では果実プラスチドでの従
属栄養タイプＦｄの存在は、葉プラスチドとのどのような違いを示唆しているの
だろうか？従属栄養タイプＦｄの光合成タイプＦｄとの機能的な違いは、NADｐＨ
から電子を受容する能率が高いことである｡それでは葉と果実のプラスチドの機
能的違いは､非光合成的にNADPHを生産する部分にあるのではないだろうか。
この推論を検証するために､果実プラスチドのグルコースｓリン酸脱水素酵素活
`性とグルコース６リン酸トランスロケーター活性を調べた｡葉クロロプラストに
おけるこれらの活`性との比較を行ってみると､果実プラスチドではいずれの活性
も非常に高かった。この結果は､果実プラスチドの葉クロロプラストとの機能的
な分化が生じている事を示した。
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これまでの結果から､プラスチドは器官の分化に応じて分化している事が明ら
かとなった。では、この器官に応じた分化というのは器官の代謝特性によりコン
トロールされているのか､それとも発生プログラムそのものによってコントロー
ルされているのかを明らかにするために､ある器官で通常の状態では検出されな
いＦｄアイソプロテインが代謝条件を変える事により誘導され得るかどうかを試
みた｡FdEはその果実内分布などから糖により量的コントロールを受けることが
推測される。そこで通常ＦｄＥの見られない葉に暗所でシュークロース処理する
ことによって、葉でＦｄＥを誘導できるかどうかを調べた。結果は、ＦｄＥはシュ
ークロース処理によっては葉に誘導されず、葉には未同定の新しいＦｄアイソプ
ロテインが誘導された。
得られた結果を総合すると、植物でのプラスチド分化は器官分化により強い
制約を受けること、そしてその器官による制約は器官の代謝的特』性によるもの
ではなく器官の発生プログラムによりコントロールされている可能性が高いこ
と、が結論された。
学位論文審査結果の要旨
植物に特有なオルガネラであるプラスチドは，葉緑体や色素体など様々な形を取り，植物の生存に
きわめて重要な機能を果たしている。プラスチドは根元的にはすべて同一物でありながら，植物の器
官分化・組織分化に呼応して，細胞核との間で情報の交換をしながら形は機能を変え，生長時期や場
所にあった分化を行っている。このようなプラスチドの分化と植物の組織や器官の分化の関係はこれ
までも重大な問題であったが，最近の種々の実験技術の進歩によって新たな局面を迎えつつある。青
木考氏の研究は，プラスチドに固有の電子伝達タンパク質であるフェレドキシン（Fd）のイソタン
パク質の分布と機能の違いをトマト果実について調べることから出発し，プラスチドの分化は組織分
化の制約の下に，またさらに大きく器官分化の制約の下に制御されていることを形態観察や免疫化学
的手法を駆使して明らかにした。
まず，トマト果実における５種のＦｄイソタンパク質の存在を，それぞれを単離し，Ｎ末端アミノ酸
配列から確認した。それらは機能上光合成的なものと非光合成的なものに分類され，それらの量比は，
果実の成長段階，組織さらには果実の生育条件によっても変動することを2種類の免疫抗体を用いて
明らかにした。光合成的または非光合成的Ｆｄの2種を光学顕微鏡的に蛍光抗体法で識別し，両タイプ
とも同一のプラスチドに存在すること，さらに金コロイド免疫電顕法やＨＲＰ免疫電顕法によりプラ
スチド内部のストロマに存在することを明らかにした。果実プラスチドは，種々の性質の違いから葉
のプラスチドや根のプラスチドとも異なったものであることを明らかにした。また人為的に生理的条
件を変えても，Ｆｄイソタンパク質の発現が変更されないことが分かり，プラスチドは器官分化により
強い制約を受けていること，さらにそれは器官の発生プログラムによりコントロールされている可能
性が高いこと等を明らかにした。
青木考氏の研究成果はプラスチド分化と器官分化の関係を明らかにする重要なポイントとなるも
ので，今後のこの分野の発展の基礎をなすものといえる。このような観点から，本論文は博士論文に
十分値するものと判断される。
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